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一般 に魚類は、常に水 と接 していること、さらに、水圏における食物連鎖構造の高次に位 置 している
ことから、陸上動物 に比べ、棲息環境 よ り直接的お よび間接的に環境汚染物質な どを吸収 し易い と考え
られる。 そ して、養殖魚では、過剰の給餌による水質環境の悪化に加え、飼料添加油脂の劣化による
酸化脂質の摂取が懸念 され る。 このような状況下で魚類は、種々のス トレス、 とりわけ酸化的なス ト
レスを受 けるもの と思われる。 酸化的ス トレスは、いわゆる活性酸素(reactiveoxygenspecies,ROS)
の発生を介 して生 じることが多いと考え られ 、魚類では、背 こけ症、溶血お よび黄疸症な どの発症 と進
行への関与が示唆 されている。 この酸化的ス トレスに対 し生体は、酵素的および非酵素的な抗酸化的
防御能を有 している。 すなわち、ROSが 本防御能を超 えて過剰 に生産 された り、防御能が低下 してい
る場合 、ROSは 細胞成分を攻撃 し酸化的ス トレスを惹起す るもの と考えられ る。 従って、ス トレスに
強い健全な魚を育成す るためには、潜在的な抗酸化的防御能を明 らかにすると共に、その防御能 を賦活
化 させ るべ く抗酸化的生物活性 を有す る物質の投与の検討が必要 と考えられ る。 本防御能は、生物界
および生体組織 に広 く分布すると考え られ るが、その研究対象は主に哺乳類である。 魚類 における本
防御能 の うち、特に酵素的防御能(Ros消 去酵素系、Fig.1)に っいては、疾病、農薬、飼料 の成分お
よび水温などとの関連で数種の酵素活性の大小が論 じられた報告はい くつか見受け られ るものの未だ不
明な点も多く、知見は十分ではない。
本研究では、魚類 を対象に、酵素的防御能の一端 を明 らかにす るため、ROS消 去酵素系の第一ステ ッ
プに働 き系全体の律速酵素 と考え られ るスーパーオキシ ドジスムターゼ(SOD)の 皮膚 における分布 を明
らかに し、そのSODと 皮膚で発生するROSお よ
びメラニンの生合成(メ ラニゼーシ ョン)と の
関連を考察 した。 さらに、脊椎動物では恐 ら
く初めて皮膚SODを ヒラメより精製 し、その酵
素化学的、タンパ ク質化学的お よび免疫化学的
性状について検討 し、従来知 られている他 の生
物種のSODの それ とは異なることを明 らかに し
た。 そ して、消去酵素系においてSODの 下流














にお ける組織分布を調べた。 その結果 、コイ肝膵臓に非常に高い活性 を認 め、それよ りGPXを 精製 し、
その酵素化学的お よび タンパク質化学的性状にっいて検討 した。 また、ギンザケお よび コイの筋肉GPX
の酵素化学的性状について調べ、 さらに、貯蔵中の筋肉GPXの 動態について も検討 し、・それの食品学的
利用の可能性 を考察 した。
第1章 魚類皮膚 におけ るスーパ ーオ キシ ドジスム ターゼ につ いて
1、 魚 類 皮 膚 に お け る ス ー パ ー オ キ シ ドジ ス ム タ ー ゼ の 分 布
魚種によ り色の濃淡はあるものの、多くの魚類皮膚には、黒 っぽい部分(暗 色部)お よび銀 白色部分
(明色部)が 存在 している。 体表面粘質物お よび皮下の脂肪 ・筋肉を取 り除いたヒ.ラメおよびギンザ
ケ皮膚にっいて全SOD(Cu,Zn一 およびMn-SODの 合計)とMrSODの 活性に分けて測定 したところ、両魚
種 において明色部に比べ暗色部でいずれの活性 も高い ことが明 らか となった(Table1)。 特に、 ヒラ
メ皮膚の全SOD活 性およびギンザケ皮膚のMn-SOD活 性 は、明色部に比べ暗色部の方が約2倍 高い値 を示
した。 魚類皮膚暗色部 には、メラニン細胞が含まれてお り、メラニゼーシ ョンが行われてい る。 メ
ラニゼーシ ョンに関与す るチロシナーゼによる酵素反応は、スーパーオキシ ドアニオ ン(02　)な どのROS
'
によ り促進 され るといわれてい る。 さらに、魚類皮膚 明色部に比べ暗色部では、遷移金属類の含量が
多 くこれ らはROSを 産生す る。 すなわち、明色部に比べ暗色部ではROSの 発生す る機 会が多いと考 え
られ、それ によりメラニゼーシ ョンは充進 し、メラニンが生成す る。 一方で、このメラニンや他の抗
酸化物質で消去 され きらずに残存す るROSに より生 じる酸化的ス トレスから細胞を防御す るため、SOD
が誘導生合成 され るもの と推察 され る。 このように、皮膚SODは 、02一などとそれ らから派生するROS





















2、 ヒラ メ皮 膚Cu,Zn一 ス ー パ ー オ キ シ ドジス ム ター ゼ の性 状
、
前節 で 、魚類 皮膚 にお け るSODの 重要性 が示唆 され た。 しか し、 陸上動 物 を含 め、皮 膚 よ りSODを
精製 し、 その性 状 を調 べ た報告 は見 当た らない。 そ こで ヒラメ皮膚 暗 色部 よ り、Cu,Zn-SODを 単 離精
製 し、そ の酵素 化学 的 、 タ ンパ ク質化 学 的お よび免 疫化 学的 性状 を明 らか に した。 以 下、精製 ヒラメ
皮膚SODをSOD-Fsと 呼ぶ こ乏にす る。 ウシ赤血 球Cu,Zn-SOD(以 下 、 ウシSODと 呼ぶ)は 、サ ブユ ニ
ッ ト間 の解離 に還元剤(2-ME)が 必須 の2量 体 構造(約32kDa)を とるが 、SOD-Fsで は 、還元剤 非 存在
下 ドデ シル硫 酸 ナ トリウム(SDS)ρ みの処 理 に よ りサ ブユ ニ ッ ト(約16kDa)に 解 離 した(Fig.2)。 さ
らに、 ウシSODお よびSOD-Fsの ネイ テ ィブ な状 態 の分子 量 は、それ ぞ れ約32kDaお よび約65kDaと 推 定
され た(Fig.3)。 す なわ ち、soD-Fsは ウシsoDと は異 な り、4量 体構…造 を と り、サ ブユニ ッ ト間 に
ジスル フ ィ ド架 橋 は関与 してい ない もの と思 われ た。 一方 、本研 究 で測 定 した 亙oo1∫ 由来のMn一 お













































ア ミノ酸組成 を比較す る と、SOD-Fsは 、Serお よびThrが 多 く、つい でPro、Gluが 高 い割 合 を示 し
た のに対 し、他 の生物 種(ウ シ赤 血球 お よびニ ワ トリ肝 臓 な ど)で は 、'Gly、Asp、Va1お よびIleな ど
がSOD-Fsよ り高 い割 合 を示す こ とが分 か った。 一般 に、Cu,Zn-SODは 、非 常 に安 定 な3次 元 立体構

























































































っ いて確認 され た。 しか し、SOD-Fsの 熱 安定性 は極 めて 低 く、 む しろMrSODの それ に類似 して い た
(Fig.4)。sOD-Fsの 熱 安 定性 の低 さは、 タ ンパ ク質 の低 い疎 水性 お よび サ ブユニ ッ ト間 にお け る非
共有 結合 の強度(種 類や 数)な どの影響 によ る立体構 造 の安 定性 や 柔軟 性 の欠 如 と関係 が あ る もの と推
察 され た。SOD-Fsの 活性 は、KCN、H202お よび ジエ チル ジチ オカル バ ミン酸 な どの阻 害剤 によ りほ ぼ
濃度 依存 的 に低 下 し、そ の傾 向は ウシSODの それ に似 て いた。 ウシSODに 対す る抗 体 を作製 し、SOD-
Fsの 免 疫化 学 的性状 につ いて酵 素 固定免疫 化 学的 測定(ELISA)法'に よ り検 討 した ところ、SOD-Fsと は全
く抗 原抗 体反 応 を示 さなか った(Fig.5)。 す なわ ち、sOD-Fsの 抗原 認識 部位 は、 ウシsODの それ
とは異 な り、そ の部位 にお いてア ミノ酸 の置換 が生 じて い る もの と考 え られ た。Arg残 基 を特 異 的 に
修 飾す るこ とで 知 られ る1,2一 シク ロヘ キサ ンジオ ンを用 い、SOD-Fsな どの活性 中心に関 与す るア ミノ
酸残 基 を推 定 した。SOD-Fsお よび ウシSODの 活性 は、いず れ も経 時的 に活性 が低 下 した が 、一 方 、
Fe-SQDで は 、活 性 の低 下 は認 め られ なか っ た(Fig.6)。 す な わち 、SOD-Fsお よび ウシSODの 活性 中
心 に反 応触 媒 ア ミノ酸残 基 と してArg残 基が 関与 して い る と考 え られた。SQD-Fsの 等電 点(pl)を
測 定 じた ところ、 それ は約6.2と 推 定 され た(Fig.7)。 一方 、 ウシsODの それ は、約4.5と 求 め
られ 、.従来 知 られ て い るCu,Zn-SODのplの 領 域 内 に あ っ た。 す な わ ち、 中性 域 にplを 有 す る























































第2章 魚類 にお けるグル タチオ ンペル オ キシダーゼ につい て






コイ、 ギ ンザケ 、 ウナ ギ、 ヒ ラメ、 ニジマ スお
よび マイ ワシの筋 肉 と皮 膚 、そ して一部 の魚種 に








































































































・濫畿 謝s羅 野e瑠 論 盟躍m昏 黙 量1。、叩。_a$
魚種全てにその活性が認 められた。 筋肉の活性
は、 コイ血合筋 肉が最 も高 く、コイ、ギンザケお
よび ウナギ普通筋肉のそれの約3倍 を示 した。
また皮膚の活性 は、 ウナギで最 も高く、コイ、ギ
ンザケ、ヒラメ(明 色部)お よびマイワシのそれ
の3倍 近い値:を示 した。 そ して、本研究で測定
した全ての魚種および組織を通 じてコイ肝膵臓の
活性が最 も高 く、イ ワ.シ普通筋 肉の活性 は最も低
かった(Table2)。 そ こで、 コイ肝膵臓 よ り





















































方 にGPXを 分離 す るこ とが で き、それ ぞ れD1お よびD2と 呼ぶ こ とに した。 同一組 織 に2種 類 のGPX
が存在 す る とい う報告 は 見 当た らず 、 非常 に珍 しい知 見 とい える。 そ の後 、い くつ かの精 製 ステ ップ
を経 て、D2は 単一酵 素 に精製 で きた が 、D1で は、爽雑 タンパ ク質の 存在 が認 め られ た(Fi窪.8)。D!
お よびD2の ネイ テ ィブ な状態 の分 子 量は共 に約100kDaで あ り、,、さ らにD2は 、分 子 量約24kDaの サ ブユ
ニ ッ トか らな る4量 体構造 で あ る と推 定 され た(Fig.8お'よ び9)。D1お よびD2の 至適pHは 、 それ
ぞれ8。0お よび9.0と 求 め られ 、pH7,0に お い てD1で は最 大活性 の約60%を 維 持 してい たの に比べD2
では ほ とん ど活 性 を示 さな か った(Fig.10)。 また、60。cで 加熱 後 のD1お よびD2の 残 存活性 は、

























































































な わ ち、肝 膵 臓 に共存 す るD1お よびD2は 、 条件 に よ り相 補 的 に機 能 して い る と考 え られ る。
クメ ン ヒ ドロペ ル オ キ シ ド(CHP)お よび オーブ チル ヒ ドロペル オ キシ ド(TBH)な どの過 酸化 脂質 に対
す る ミカエ リス定数(Km値)を 求 める と、いず れ の基質 に対 して もほぼ同 じ値 を示 した ことよ り、 コイ
肝膵 臓GPXは 、基質 に対 す る特異性 が低 い と思われ た。 一 方、グル タチオ ン(GSH)に 対す るK耐 直は、
非 常 に大 きか った(T3b藍e3)。
2、 ギ ン ザ ケ お よび コイ 筋 肉 グ ル タ チ オ ンペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の性 状
前節でコイ肝膵臓 におけるGPXの い くつかの性状を明 らかにしたが、魚類の筋 肉GPXに ついてはほと
ん ど知 られていない。 そこで普通筋 肉GPXの 活性が比較的高かったギンザケおよびコイを用い、それ
ら筋肉におけるGPXの 酵素化学的性状について調べた。 ギンザケおよびコイの筋肉GPXの 至適pHは 、
それぞれ8.oお よび8.5で あ り、 コイに比べギンザケGPxはpHの 変化に敏感であった(Fig.12)。
ギンザケお よびコイの筋肉GPXのTBHに 対す るKm
値 は、それぞれ5.19×1σ5Mお よび1.』16×1σ4Mと 求
め られ 、、コイ に比ベ ギ ンザ ケGPXの 基 質親 和性 がや
や 高 い こ とが分 か っ た。 ギ ンザ ケGPXは 、TBHと
共 にイ ンキ ュベ ー トす る と活性 が著 しく低 下 した。
しか し、GSHの 添加 に よ り活性 の低 下 は抑 え られ 、
安定性 の向上 が認 め られ た(Fig.13)。 これ らの現
象 は、 活性 中心 の状 態 の変化 、す な わ ち、TBHに よ
り活 性 中心 が酸 化 され た こ とに よる失 活 、 そ して
GSHに よ りそれ が 還元 状態 に保 たれ た こ とに よる安














































レに し、 一50。Cお よび4。Cに て保 存 した ところ、 いずれ の温度 にお い て もGPX活 性 の経 日的上 昇が認 め
られ た。 そ して 、8日 目に は、初 めの活性 の約1.5-1.8倍 に達 し、 そ の上昇 の割合 は 一50。Cの 方 が 高
か った(Fig.14)。
コイ肝 膵臓 、コイお よび ギ ンザ ケの 筋 肉に 由来す るGPXのKm値 よ り、GPXは 、GSHに 比 べ る と過 酸化
脂 質 に対 し非常 に高 い親 和性 を有 す と考 え られ る。 魚 類生 体 内のGSH濃 度 は0.1「1.6mMと い われ て
い るこ とか らGPXは 飽 和 に達せ ず 、す な わ ちGPXに よる反応 は、GSH濃 度 に よ り律速 され てい る よ うに予
想 され る。 しか し、細胞 内でGSHは 再生 され 濃度 は一 定 に保 たれ て い る と考 え られ 、 実際 の反 応 は 、























































































































本研究では、魚類皮膚SODが 、ROSな どか ら生 じる酸化的ス トレスか ら生体 を保護するだけではな く、
メラニゼーシ ョンにも関係 し、そのモジュレーター としても機能 している可能性を提案 した。 さらに、
ヒラメ皮膚暗色部には、従来知 られてい る他の生物種のCu,ZrSODと は性状 が異なるユニー クなSODの
存在を明 らかに した。 また、魚類の各組織にはGPX活 性が認め られ 、中でもコイ肝膵臓 のそれは非常
に高いことが分かった。 そ して、 コイ肝膵臓 には性状の異 なる2種 類のGPXが 存在することを見出 し
た。 さらに、ギンザケお よび コイの普通筋肉GPXの 性状を明 らかに し、GPXの 安定性が過酸化脂質の
一187一
添加 によ り低下 し、一方GSHの 添加に より向上す ることを認めた。 また、ギンザケフィレにおけるGPX
活性は、一50℃ お よび4℃ のいずれ においても、貯蔵 中経 日的に上昇することが明 らか となった。 す
なわち、筋 肉に内在す るGPXの 活性 を高 く保 ち、他の抗酸化成分 と共に機能 させ ることで、脂質の劣化
に伴 う品質の低 下をある程 度防止できる可能性が示唆 された。 最近著者は、魚類の酵素的防御能の解
明に加 え、生体 の抗酸化的防御能の賦活化 も検討 している。 その結果、脂溶 性色素カロテノイ ドの一
種アスタキサ ンチン(ASX)お よびそれを豊富に含む赤色酵母 飢 げ α吻40η 〃2αが、ニジマスに対 し非
常に高い抗酸化的生物活性を示す ことを認めた。 さらにその現象を、ニジマス由来の培養繊維芽様細
胞 を用いた 抽 航roの 系で検討 した ところ、ASXが 、ROSに よる細胞膜の傷害お よび細胞死 を極めて効
'
果的に抑制す ることを初 めて明 らかにした。
以上、魚類の抗酸化的生体防御機構 について新たに明らかに された事項 と、既往の知見をもとに、魚
類細胞の防御機構 において主にsoD、GPxお よびAsxな どが演ず る役割を推定 しFig.15の ようにま と
めた。 この図の ように、SODお よびGPXな どのROS消 去系酵素は細胞質において＼ そ してASXお よび
α一トコフェロールなどの脂溶性抗酸化物質は膜において、それぞれROSを 消去 していると考え られ る。












らにその防御能を賦活化 してよ り健全 な魚 を育成す るための基礎的かつ重要な知見になるものと考 えら
れる。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
魚類は水中という変動 しやすい環境条件下で生息 し,か つ生体内に酸化 しやすい高度不飽和脂肪酸の
豊富な脂質を蓄積 してお り,酸 化的ス トレスを受け易い生物種 といえる。活性酸素を介して生ずる酸化
的ス トレスはときには生命をも脅かすことがある。この酸化的ス トレスに対 して生体は酵素的および非
酵素的防御能を備えているが,魚 類においては特に前者についての知見は甚だ少ない。
本研究では,ま ず外界 と直に接 し種々のス トレスを受け易い魚類皮膚に着目し,ヒ ラメおよびギンザ
ケ皮膚における活性酸素消去酵素系の第一スラップで働 くスーパーオキシドジスムターゼ(SOD)に つ
いて調べた。両魚種 とも色調の濃厚な部位,す なわち暗色部である有眼側又は背側皮膚のSOD活 性は
無眼側又は腹側の活性に比べ2倍 程度高い値 を示 した。暗色部は遷移金属の濃度 も高 く,か つメラニン
合成が盛んであり,活 性酸素が発生 し易 くSODの 誘導的生成が示唆された。 さらにヒラメ皮膚暗色部よ
りSODを 単離 精製 した。動物の皮膚におけるSODの 精製は本研究が初めての例であ り,そ の性状 を
調べつぎのことを明らかにした。すなわち,精 製されたCu,Zn-SODの 分子量は65kDaで4量 体構造
をとり,比 較的容易 に解離 し,熱 安定性が低い。これは他の生物種のSODに 比ベ タンパク質の疎水性
の低さに起因するものと推定 した。このCu,Zn-SODの 等電点は他の生物種のそれに比べやや高 く約
6.2と推定されたが,電 気化学的性状はかなり異なっていた。
つ ぎに,過 酸化脂質を効率よく消去することができるグルタチオンペルオキシダーゼ(GPX)に つい
て数種の魚類で組織分布を調べた。その結果,コ イの肝膵臓 に非常に高い活性を認めたので,こ の組織
からGPXを 単離,精 製 した。GPXの 活性はイオン交換クロマ トグラフィーの非吸着および吸着画分の
双方に認められ,と もに分子量は約100kDaで あるが,ひ とつはサブユニ ットの4量 体で,他 は2:量体
構造であるものと推定 された。また,両 者は至適pH,熱 安定性 も異なる。同一組織に性状の異なる
GPXが 共存する例は非常に珍 しく,生 体内では条件により,相 補的に機能 しているものと推察 した。
魚類筋肉におけるGPXに ついてはほとんど明らかにされていないことから,ギ ンザケおよびコイ筋
肉のGPXを 調べたところ,両 者で基質親和性やpH安 定性に違いが認められた。また,冷 凍下における
ギンザケ筋肉のGPXの 動態 を調べ,食 品学的利用の可能性についても考察 した。
以上のようにこれまでほとんど解明されていない魚類 におけるSOD,GPXに ついて,多 くのユニー
クな性状を明 らかにし,抗 酸化的防御機構を解明する上で,基 礎的かつ重要な知見が得 られた。よって
審査員一同は本研究者が博士(農 学)の 学位を授与されるのに値するものと判定 した。
一190一
